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論 文 内 容 要 旨
マイ コプラズマ様微生物(mycoplasma-1ikeorgI血sm:MLO,あ るいはファイ トプラズマ
phytoplasma)は,植 物の箭部に寄生.して,黄 化,萎 縮 叢生症状,花 の緑化,葉 化症状 を
引き起こす原核微生物である。現在までに全世界で300・種類以上報告 されている。MLOの
人工培養,精 製は困難であるため,MLOの 性質はほとん ど調べ られていなかった。また,
従来,MLOを 検出するには,超 薄切片を作成 し,電 子顕微鏡で観察するか,媒 介昆虫を用
いて接種試験を行 う必要があった。これ らの方法には,多 大な労力と時間を要 した。従って,
MLO病 害の発生生態の解明や,MLOの 動態等に関する研究を行 うためには,迅 速 ・確実 ・
高感度なMLO検 出法の開亮が必要とされていた。
本研究は,ア ジアの重要MLO病 害のひ とつであるイネ黄萎病(RYD)の 病原MLO,・ タ
イにおいて最 も重要なMLO病 害であるサ トウキビ白葉病(SCWL)の 病原MLO,熱 帯地城
で広く発生 して問題になっているゴマフィロディー(SP)の 病原MLOの3種 について,病
理学的,慣 伝学的特性,及 び動態を解明することを目的 とした。すなわち,各MLOに っい
て,MLOの 形態 と宿主植物の病態について調べた後,精 製 したMLODNAを クローニング
す ることによって得 られたDNAプ ローブや,PCR法 を用いて増幅 したMLOの16SrRNA
遺伝子(rDNA)断 片等を用いて,MLODNAの 性状や,他 のMLOと の遺伝学的,系 統発生
的関係あるいはDNAの 多様性について検討 した。更に,各MLOに っいて,DNAプ ロープ
を用いた簡易検出法を開発 し,本 方法等を用いることにより,MLOの 宿主体内動態,及 び
生態系内動態の解析を行った。
1イ ネ黄萎病MLOの 特性と動態
RYDは,葉 が黄化,萎 縮,叢 生する病気であり(Fig.1A),ツ マグロヨコバイ等によっ
て媒介される。感染初期 には,上 位展開葉で特にクロロフィル量が減少するが,感 染後期 に
は,全 ての葉でクロロフィル量が減少 した。電子顕微鏡観察により,本 病に罹病 したイネ体
内においては,箭 部細胞内にMLOが 見いだされ,黄 化葉においては,葉 緑体の減少,崩 壊
が観察された。SDSポ リアクリルアミ ドゲル電気泳動(SDS-PAGE)に より,健 全葉に比べ,
罹病葉においては,ほ とんどのタンパク質が減少 していることが明らかになった。 レーザー
スタイ レク トミーによって,罹 病イネか ら箭管液 を採取 したところ,そ の流出速度は,健
全イネ鯖管液のものよりも遅かった。罹病イネ笛管液の方が,健 全イネ筋管液より糖含量は
高かった。
栃木産RYD(RYD-To)罹 病植物からCTAB法 により全DNAを 抽 出した。 これを,ビ ス
ベンズイ ミ ド(bisBI)一 塩化セ シウム(cscD平 衡密度勾配遠心にかけ,RYDMLoの
DNAを 精製 した(Fig.2)。 本DNAを 制限酵素1伽d皿 で分解 し,そ の産物を大腸菌
(NM522)一 プラスミ ド(Bluesc即t)の 系にクローニングレた後,MLODNA .断片を取 り
込んだクローンを選抜 した。いくつかのクロー ン化された.DNAはMLOの 染色体DNA断 片
からなり,残 りはRYDM:Loの 染色体外DNA断 片からなると推定された(Fig.3)。RYD
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MLOの 染色体DNAに 由来するDNA断 片の塩基頻度を調べた結果,G+C含 量:はわずか
32%で あった。RYDMLOあ16SrDNAの 制限酵素R∫σ1,41㍑1切断パターンは,す でに塩基
配列が明らかになっているRYD鹿 児島株(MLO一 皿)の もめと一致した。RYD-ToMLOの
染色体外DNAを 精製 し,電 子顕微鏡観察を行ったところ,本DNAに は 環状のものがあり,
その分子量は約4kbと 推定された。染色体外DNAに 由来するDNA断 片の部分的塩基配列
を解析 した結果,G+C含 量は約28%で あった。罹病イネのDNAは,MLOの 染色体に由来
するDNAプ ローブより,MLOの 染色体外DNAに 由来するDNAプ ローブの方と強 く反応 し,
MLO細 胞内における染色体外DNAの コピー数は,染 色体DNAの 約10倍 であることが示
唆 されたざRYD-ToMLOの 染色体DNA断 片を含むプローブと染色体外DNA断 片を含むプ
ローブは,健 全植物,培 養可能なマイコプラズマ類のDNAと 反応 しなかった。すべてのプ
ローブは,地 理的に離れたRYDMLO分 離株(栃 木県各地,長 野,鹿 児島,タ イ,フ ィ リ
ピン等の分離株)か ら抽出 した核酸 とハイプ リダイズ した(Tablel)。 得られたRYD-To
MLOの 染色体,染 色体外DNAプ ローブと,各RYDMLO分 離株DNAの 正1加d皿分解物 とサ
ザンハイブ リダイゼーションを行った結果,RYDMLOの 染色体の構造は,こ れ らの株の間
で比較的保存されているが,染 色体外DNAの 構造は,非 常に多様であることが明 らかに
なった(Fig,4)。 さらに,染 色体外DNAの 構造は,1筆 の水田の中において さえ株間で異
なることが判明 した(Fig.5)。 ほ とんどのプロープは,SCWLMLOと も反応することが
あったが,他 のMLO(タ マネギ萎黄病[OY]MLO,ミ ツバてんぐ巣病[JHWB】MLO,リ ン
ドウてんぐ巣病[GWB〕MLO,ツ ワブキてんぐ巣病[TWB]MLO等)と は反応 しなかった。
イネオレンジリーフ(ROL)は,イ ネで発生 しているMLO病 害であるが,R.YDと は異なる
病徴を示 し,媒 介昆虫も異なる。プローブの反応性かち,ROLMLOのDNAは,RYDMLO
のDNAと 異なることが明らかになった。
作成 したDNAプ ローブを用い,イ ネ体内におけるMLOの 動態を調べた。MLOのDNA
は接種後20日 後から検出され始め,30～40日 後にかけて急増し,そ の後多量に検出された。
病徴は,接 種20～30日 後に出現 した。MLODNAは,RYD罹 病植物のすべての部位(葉,
茎,根)か ら検出された(Fig.6)。MLOのDNAは,黄 化が激 しい最上位葉において多い
わけではなかった。また,同 程度の症状を呈していた株の間でも,MLODNA量 に違いが見
られた。1枚 の葉の中でも,MLODNAは 均一に分布 していなかった(Fig.7)。
DNAプ ローブを用いた ドッ トハイブリダイゼーションにより,1匹 のツマグロヨコバイ
からもRYDMLOを 検出できた。MLOの 染色体外DNAに 由来するDNAプ ローブの方が,
MLOの 染色体に由来するDNAプ ローブより強く反応 したが,各 々のプローブの反応の強さ
は必ず しも対応 していなかった。MLODNAは 保毒10日 後から検出され始め,30日 後から
急増 した。虫におけるMLODNAと 媒介能を比較 した結果,80%以 上の虫においてMLO
DNAの 検出結果と接種試験の結果が対応 した。
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lIサ トウキ ビ白葉病MLOの 特性 と動態
SC脚Lは,葉 が白色化 し,萎 縮,叢 生する病気であり(Fig.1B),タ イワンマダラヨコ
バイにより媒介されることが明 らかになっている。電子顕微鏡観察により,タ イ東北部コン
ケンで発生 していたSCWL罹 病サ トウキ ビの飾管内にMLOが 確認された。上位葉にはクロ
ロフィルが全 く検出されず,葉 緑体もほとんど見出されなかった。わずかにあった葉緑体は,
分化が著 しく阻害されていた。SDS・PAGEに より,健 全葉に比べ,罹 病葉においては,ほ
とん どのタンパク質が激減 していることが判明 した。
罹病サ トウキビの維管束部を取 り出 し,CTAB法 によりDNAを 抽 出した。その後,RYD
の場合 と同様の方法で,SCWLMLOのDNAを 含む クローンを得た。いくつかのクローン
は,MLOの 染色体DNAに 由来 し,他 は大きさ約2.5kbの 染色体外DNAに 由来すると推定
さμた(Fig.8)。 後者のクロ「ンの方が・前者 よりもはるかに強く罹病サ トウキビDNAと
反応 した ことより,RYDMLOの 場合 と同様,MLO細 胞内においては,染 色体外DNAの
コピー数が,染 色体コピ」数 よりはるかに多いことが示唆 された。これ らの染色体,染 色体
外D煎A断 片の部分的塩基配列 を解析 した ところ,G+C含 量はわずか22%で あった。 さら
にインバースPCR法 により,SCWLMLOの 染色体外DNAは 約2,7kbの 環状DNAで ある
ことが示唆 された。染色体外DNAに 由来するDNAプ ローブを用いたサザンハイブリダイ
ゼーションにより,本 染色体外DNAの 構造は,タ イコンケンの1枚 の畑のなかでも多様で
あることが判明 した(Fi$.9)
、rSCWLMLOの16SrDNAの 制限酵素R3α1,オ1躍1切断パター
ンは,RYDMLOの パターンと一致 した。染色体に由来するプローブ,染 色体外DNAに 由
辛す るプローブすべてが健全植物,培 養可能なマイ コプラズマ類と反応 しなかった。すべて
の プ ロー ブ はSCWLMLOば か りで な く,タ イ お よび 日本 のRYDMLOと も反 応 した(Table
2)。 染 色 体 外DNAに 由 来 す る プ ロー ブ は,こ れ ら以外 のMLOと は反 応 しな か っ「た が,染
色体 に 由 来 す るプ ロ ー ブ の うち の 多 く は,他 の 植 物 に 発 生 して い る い ろ い ろ なMLO(OY
MLO,.IHWBMLO;GWBMLO,TWBMLO等)と も反 応 レた。
DNAプ ロー ブ を用 い,サ トウ キ ビ体 内 に お け るSCWLMしOの 動 態 を調 べ た 。MLODNA
は,SCWL罹 病 植 物 の す べ て の 部 位(葉,茎,根)か ら検 出 され た(Fig.Io)。 病 徴 の 激 し
い 部 位(上 位 展 蘭 葉)にMLODNAが 多 い わ け で は 無 か っ た 。1枚 の発 病 葉 の 中で もMLO
DNAは 均 一 に 分 布 して い るわ け で は 無 か った 。
SCWLが 発生 レ下「い るサ トウキ ビ姻 において採集 したタイワンマダラヨコバイか ら,
皿 ・DN4が 検出された・N圧 ・の染色体外DNAに 由来するプ・一ブは強 く反応 したが・染
色 体D寅Aプ ロー プ は ほ とん ど友 応 しな か っ た。
.DNAプ ・一 プ との邸 性,N且 ・ の16忌 ・DNA断 片 の制 限醸 嫡 パ タツ の 比 較 に よ り・.
東 北 タ イ で 発 生 してい た 白葉 症 状 の イ ネ 科 雑 草 β'η01z励殉sp.,ρ αの ・1001θ脚 η～α8g}1ρ枷 〃2,
qソ'～040p～ぬ の ・10'rの病 原BraWLMLO,DacWLMLO,BGWL晦,Oは,SCWL虹0と 遺 伝 学
的 ・系 統発 生 的 に近 縁 で あ る こ とが 明 ら か に な っ た(Fig.11,12)。 各 種 罹 病 植 物 のDNAを
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ス ポ ッ トした レプ リカ メ ン ブ・レン を用 い,SCWLMLOの 染 色 体 プ ロー ブ 及 び'SPMLOの 染
色 体 プ ロー ブ との ハ イ ブ リダ ィ ゼ ー シ ョン を行 っ た 結 果,こ れ らの 雑 草 のMLODNAは,
scwLMLoのDNAと 同一 で な い こ とが 示 され た(Figl1)d
川 ゴマフィロディーMLOの 特性と動態
フ ィ ロデ ィー(phyllody)と は,花 の 各器 官 が 葉 状 に 変 化 す る 病気 で あ る(Fig.lc). 、。sP
罹 病 ゴ マ の 笛 管 内 にMLOが 見 い だ され た 。 葉 化 し た 花 の 内部 構 造 や タ ン パ ク 質 のSDS.
PAGEパ タ ー ン は,健 全 な 花 の もの よ り,葉 の もの に近 か った 。
罹 病 ゴ マ の 茎 か.ら維 管 束 を取 り出 レ,そ のDNAを 抽 出 後,RYD,SCWLMLOと 同様 に,
畠PMLOのDNAを 精 製,ク ロー ニ ン グ した 。 そ して,SPMLOのDNAを 取 り込 ん だ ク
ロrン を選 抜 した。 い くっ か の 挿 入 断片.はMLOの 染 色 体DNAに 由来 し,残 りの 挿 入 断 片
は2タ イ プ の 染 色 体 外DNAに 由来 す る と推 定 され 本(Fig.13)。MLoDNA断 片 の部 分 的
塩 基 配 列 を決 定 した 結 果, 、g+C含 量 は約30%で あ っ た 。SPMLOの16SrDNA⑳ 制 限酵 素
R∫α1,オ11`1切 断 パ ター ン の解 析 か ら,SPMLOは 系 統 発 生 的 にMLO-H(GWBMLO)と 近 い
こ とが 明 らか に な っ た 。SPMLOのDNAに 由来 す る す べ て の プ ロー ブ は健 全植 物DNAと
5～応 しな か っiた。 こ れ ら は,SPMLOば か りで な く,他 の い ろ い ろ なMLODNA,特 に
RYD,SCWLMLO及 びMLO』 に 属 す るGWB,TWBMLOと 弱 い な が ら も反 応 す .るもの が
多 か っ た(Table3)。
タイ 東 北 部 で 採 集 した全 て のSP罹 病 植 物 か らMLOの 染 色 体DNAは 検 出 され た が,染 色
体 外DNAは ほ とん ど検 出 され な い場 合 が あ っ た(Fig.14)。MLoのDNAは, .個 体 に よ り
多 い部 位 が 異 な り,MLOは 個 体 内 に均 一 に分 布 して い る わ け で は な い こ とが判 明 した(Fig,
、15)。.プ ロ}ブ の 反 応 性,及 び 》LOQ16SrDNA断 片 の 制 限 酵 素 切 断 パ タ ー ン の 体 較 か ら,
SPMLOは フ ィ ロ デ ィー 症 状 の あ か ね 科 雑 草R'ohαpゼfαsp.,て ん ぐ巣 症 状 の ま め 科 雑 草
1励gψ'η1;傭 吻 及 びCrα014吻 、加ραησ,っ る な 科 雑 草7肋 η伽 η3αpα伽1ρ0α3翻η1の 病 原
MLOに 同一 あ る い は 近 縁 で あ る こ、とが 示 され た ・(Fig.11,12)。'
lV総 合考察
RYD,SCWL,SPMLOのDNAを 精 製,クP一 ニ シ グす る こ とに よ9,・ 、各MLOのpNAプ
ロー ブ を 作 成 す う こ とが で きた 。DNAプ ロー プ を 用 い る こ とに よ り,日 本 及 び 東 南 ナ ジ ァ
で発生しているRM雌Ol岬 じ纐9叫O下 あるこζ,脚 皿 σと
.SC冊 雌O、は
遺 伝 学 的 に 非 常 に近 縁 で あ る こ とが 明 らか に な っ た 。 ま た,SPMLOのDNAは,RYDMLO,
SCWLMLO,MLO-Hに 属 す るGWB,TWBMLOのDNAに 近 い こ とが 示 唆 され た 。RYD
MLO栃 木 株 の16SrDNAの 制 限 酵 素 切 断 パ タ ー ン は,鹿 児 島 株 で 得 られ て い た 塩 基 配 列
デ ー タ と一 致 した こ.とよ り,同 じ ク ラ ス ター に入 る こ とが 示 唆 され た 。SCWLMLOや 他 の
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白葉症状イネ科雑草で発生 していたMLQの16SrDNAの 制限酵素切断パ ター ンもRYD
MLOの ものと伺 じであったことから,こ れ らはRYDMLOの 形成するクラスターに属す る
ことが示唆 された。 これらのMLOの 詳細な系統発生的関係に関 しては,解 析中である。
RYDMLO,SCWLMLO,SPMLOは 染色体外DNAを 有することが判明 した。RYDMLO
の持っ染色体外DNAは,日 本だけでな く東南ア ジアのRYDMLOに も認め られ,SCWL
MLOのDNAは,RYDMLOの 染色体外DNAに 由来するプローブと反応することがあった。
クロロー シスを引き起こすイネ科植物のM:LOす べてが,SCWLMLOの 染色体外DNAと 相
同性の高いDNAを 持つことが判明した。 一方,SPMLOの 持っ染色体外DNAに は,RYD
MLOやSCWLMLOの 染色体外DNAと,若 干の相同性があるものも存在 していた。RYD
MLO,SCWLMLOの 場合,調 べた全てのサンプルにおいて染色体外DNAが 検出されたが,
SPMLOの 場合,染 色体外DNAを 保有 しない と思われ る場合があった。 これらの染色体外
DNAは,oYMLd,JHwBMLo等 の持つ染色体外DNA(ア スターイエローズMLoの プ
ラス ミドと相同なDNA)と は異なるものであった。更に,RYI),scWLMLOの 染色体外
DNAは,生 態系内で非常に多様であることが判明 した。本DNAの 機能はわかっていない。
今後,遺 伝子構造及び機能を明 らかにしていく予定である。
DNAプ ローブを用いたハイブ リダイゼーションによってMLO検 出法を確立 した。本手法
により,迅 速 ・確実にMLOの 診断ができると思われる。本方法を用いてRYD,SCWL,SP
MLOの 動態に関して調べたところ,病 徴の激 しい部分にMLODNAが 多いわけでないこと
が明らかになった。MLOは,毒 性物質の産生等を通 して病徴 を引き起 こしている可能性が
高い。
MLOの 生態 を解明することは,MLO'病 の発生抑制 ・防除に不可欠である。MLO病 害を
防除する上で必要である。本研究において開発 したハイプリダイゼーション法,16SrDNA
の制限酵素切断パターンの比較等により,MLOの 地理的差異や中間宿主の推定等が可能に
なつた。 レプリカメンブレンを用いたハイブリダイゼーションにより,タ イ東北部で発生 し
ていたイネ科雑草のMLOのDNAは,SCWLMLOのDNAと 異なるものであることが示 さ
れた。また,ハ イブ リダイゼーションと16SrDNA等 のMLODNAの 制限酵素切断パターン
の比較により,フ ィロデ ィー,て んぐ巣症状の雑草はSPMLOの 中間宿主植物である可能
性が示された。これ らが,SPMLOの 中間宿主であることを確定するには,媒 介昆虫を明 ら
かにし,こ れを用いた接種試験を行 う必要がある。MLODNAの 差異に関するデータは,こ
うした研究を大きく補強す るものとなるであろう。
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論 文 審 査 の 要 旨
マイコプラズマ様微生物(MLO;フ ァイ トプラズマ)は,細 胞壁を欠 く原核微生物であり,植
物の鯖部に寄生して,黄 化,萎 縮,叢 生,花 の葉化症状等を引き起 こす。MLOは 人工培養に成功
しておらず,精 製も困難であるため,そ の性質はほとんど解っていなかった。また,MLOを 検出
するには,超 薄切片を電子顕微鏡で観察するか,媒 介昆虫を用いた接種試験を行 う必要があり,
非常に手間と時間がかかっていた。MLOの 動態等を調べ るためには,迅 速 ・確実 ・高感度
MLO検 出法の開発が必要とされていた。本研究は,熱 帯アジアの重要MLO病 害であるイネ黄萎
病(RYD),サ トウキビ白葉病(SCWL)及 びゴマフィロデー(SP)の 病原MLOに ついて,そ れ
らのDNA検 出法を開発するとともに,DNAの 特性及び動態を明らかに した。RYD,SCWL,
SP罹 病植物のDNAを,ビ スベンズイミドー塩化セシウム平衡密度勾配遠心にかけることに よ
り,MLOのDNAを 精製 した。これを大腸菌一プラス ミド系にクローニングすることに より,
各MLOのDNA断 片をクローン化 した。得 られたDNA断 片の部分的塩基配列を解析することに
より,GC含 量は20～30%と 推定された。 これらのDNA、 を プローブとして用いることに より,
各MLOを 簡単かつ迅速に検出することボ可能になった。さらに,こ れらのMLOは 多様な構造の
染色体外DNAを 持つこと,日 本及び東南アジアで発生 しているRYDMLOは 同 じ種類のMLO
である こと,RYDMLOのDNAは イネオ レンジ リーフMLOのDNAと 異 な るこ と,
RYDMLOとSCWLMLOのDNAは 非常に相 同性 が高 い こと,SPMLOのDNAは,
SCWLMLO,リ ン ドウてんぐ巣病(GWB)等 のMLODNAに 比較的似ていることなどが明ら
かになった。また,》LOの16SrDNAの 制限酵素切断パターンの比較から,RYDMLOは,
SCWLMLOと 系統発生的にも近いこと,SPMLOは,系 統発生的にはGWBMLOに 近いこ
とを明らかにした。
開発 したDNAプ ローブを用いてRYD,SCWLお よびSPMLOの 動態に関して調べ,病 徴の
厳 しい部分にMLODNAが 多いわけではなく,植 物体内で均一に分布 しているわけでもないこと
が明らかになった。また,プ ローブを用いたハイブリダイゼーショソとMLO16SrDNAの 制限
酵素切断パターンの比較により,東 北タイで発生 している白葉症状のイネ科雑草の病原MLOは,
SCWLMLOと 近縁であること,フ ィロデ ィー症状,て んぐ巣病状の雑草の病原MLOは,SP
MLOに 近縁であることが示された。
以上のように,本 研究は,RYD,SCWLお よびSPMLOに ついて,DNA検 出を開発すると共
にMLODNAのGC含 量は著 しく低いことや染色体外DNAを 持つことを明らかにした。また,
開発 したプローブを用いることにより,MLO間 の相互関係や宿主体内動態を明らかに し,中 間
宿主の推定も可能にした。本研究は,MLOの 分子遺伝学および分子疫学研究に大 きく貢献す る
ものである。よって審査員一同は,本 研究は博士(農 学)の 学位に値する内容であると判定 した。
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